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 RESUMO 
Á medida que a humanidade aumenta sua capacidade tecnológica de intervir na 
natureza, surgem os conflitos quanto ao uso do espaço, dos recursos e da 
disposição dos resíduos no ambiente. Metais no meio aquático podem ser 
bioacumulados por organismos ou passivamente a partir da água, por absorção 
facilitada. Bioindicadores são definidos como qualquer resposta a um contaminante 
ambiental ao nível individual, medidos no organismo ou matriz biológica, indicando 
um desvio do status normal que não pode ser detectado no organismo intacto. O 
Geophagus brasiliensis é uma espécies nativa de peixe do Brasil, e vem sendo 
utilizado para avaliar níveis de contaminação dos recursos hídricos. Parâmetros 
bioquímicos como avaliação da acetilcolinesterase, carbonilação de proteínas e 
espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico tem sido relatado como indicadores de 
ambientes contaminados por metais pesados. Parâmetros hematológicos também 
vêm sendo utilizado para avaliação de alterações na biota aquática. O objetivo de 
nosso estudo é avaliar o Geophagos brasiliensis como biomarcador aquático 
ambiental em áreas contaminadas por mineração. O sangue dos animais foi 
coletado via punção cardíaca enquanto os animais estavam vivos; essas amostras 
foram homogeneizadas junto ao anticoagulante EDTA. Para avaliação da atividade 
da contaminação dos recursos hídricos,foram utilizados o fígado do G.brasiliensis, 
onde foi avaliado a atividade da acetilcolinesterase, carbonilação de proteínas, 
espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico. O estudo apresentou que a presença de 
metais pesados intere de forma significativa na produção de eritrócitos totais e 
formação da proteína carbonil do bioindicador. A variação da produção de TBARs e 
acetilcolinesterase não sofreram influencia com relação a presença dos metais no 
meio. Esses dados nos sugerem que alguns metais são capazes de influenciar de 
modo significativo na presença, distribuição e bioacumulação dos mesmos nos 
órgãos de bioindicadores de qualidade ambiental. Novos estudo ainda são 
necessários para compreender o mecanismo desses metais e seus eventuais riscos 
a saúde da biota. 
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1 INTRODUÇÃO  
1.1 MEIO AMBIENTE E AMBIENTES AQUÁTICOS 
Á medida que a humanidade aumenta sua capacidade tecnológica de 
intervir na natureza surgem os conflitos quanto ao uso do espaço, dos recursos e da 
disposição dos resíduos no ambiente. Como consequência da industrialização, 
houve a disponibilização de uma grande diversidade de produtos químicos 
potencialmente tóxicos e a geração de resíduos em quantidade significativamente 
prejudicial ao ambiente (ZAGATTO, 2006).  
O aumento da atividade antrópica no planeta está intimamente associado 
ao crescimento da demanda energética. Esta crescente necessidade de energia faz 
com que maiores quantidades de combustíveis fósseis sejam explotadas e 
consumidas. O carvão mineral por meio da termeletricidade e pelo uso em caldeiras 
industriais mostra-se como uma forma de suprimento desta carência energética 
(ZANCAN-FILHO, 2002). O uso do carvão como fonte energética em usinas 
apresenta alto potencial poluidor que se manifesta desde a mineração, o 
beneficiamento e, principalmente, na sua combustão (CERUTTI, 2002). 
A intensificação produtiva dos últimos anos pela expansão da economia 
nacional, a atividade mineradora e seus processos proporcionaram um complexo 
dinamismo econômico, e que nestes desenvolvimentos antrópicos demonstraram 
uma ameaça à manutenção dos ecossistemas regionais, bem como na qualidade de 
vida e qualidade ambiental na região sul se Santa Catarina (MILIOLI, 1999). Dentre 
os impactos ambientais relacionados à mineração de carvão, o mais agravante deles 
certamente é a poluição dos mananciais hídricos das regiões próximas às jazidas, 
onde o mineral é explorado (ORTIZ, 2002). 
Os corpos d’água constituem o meio receptor final dos impactos sofridos 
no ambiente. Esses impactos são detectados em vários níveis que vão desde 
alterações hidrológicas até mudanças profundas na qualidade química com reflexos 
na biota. Além da parte química, os sedimentos de fundo recebem, por precipitação, 
grande parte de carga poluente com modificações tanto na natureza física como de 
composição química (ALMADA, 2002). 
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Ambientes aquáticos são complexos e diversos, incluindo vários tipos de 
ecossistemas, tais como rios, riachos de água doce, lagos, estuários, águas 
costeiras e oceânicas, cada qual apresentando características bióticas e abióticas 
distintas (BUFFLE; DE VITRE, 1994). 
A contaminação dos ecossistemas aquáticos vem sendo causada por um 
número crescente de poluentes que, uma vez despejados no ambiente, se 
distribuem e interagem de acordo com suas características e com as condições do 
meio receptor, sendo sujeitos a transformações químicas (hidrolises), físicas 
(fotólises) e biológicas (decomposição), podendo atingir níveis mais altos da cadeia 
trófica por meio da bioacumulação (BERGMAN; PUGH, 1994). 
Nas últimas décadas, o aumento populacional e o consequente aumento 
das atividades industriais vêm contribuindo para o agravamento dos problemas 
ambientais, principalmente com respeito à preservação das águas superficiais e 
subterrâneas (TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA; LEAL, 2004). O significativo 
impacto global na saúde humana, gerada pela poluição por metais pesados são de 
grande interesse público (BASHA et al, 2008) uma vez que a mineração de metais 
pesados e fundição produz a contaminação do ar, água e solo, que pode ser 
transferido para biota através da cadeia alimentar (CHANEY, 1989).  
1.2 EXTRAÇÃO DE CARVÃO 
O carvão mineral é uma rocha sedimentar combustível, formada a partir de 
determinados vegetais que sofreram soterramento em bacias originalmente pouco 
profundas. Fatores como a pressão, a temperatura, a tectônica e o seu tempo de 
atuação, determinaram a carbonificação gradativa da matéria vegetal original, que 
sofreu modificações significativas com a perda de O2 e H2O e enriquecimento em 
carbono (BRASIL, 1987). 
No Brasil, especialmente no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina, a 
combustão do carvão é uma importante fonte emissora de material particulado, e a 
concentração dos elementos gerados durante a queima depende da composição 
química do carvão original (SÁNCHES, 1987). A mineração de carvão a céu aberto é 
uma das principais formas de degradação ambiental na região sul de Santa 
Catarina, que são provenientes das lavras de minas e dos rejeitos de carvão 
 12 
(LUNARDI NETO, 2008) que, consequentemente, podem gerar efluentes aos cursos 
d’água, através das descargas de drenagem ácida, onde geralmente, os valores de 
pH, podem variar na faixa entre 1,5 e 4,0 e, com elevada concentração de ferro, e 
além de níveis significativos de outros metais pesados (LAUS et al, 2006). 
LUNARDI NETO (2008) destaca a mineração de carvão a céu aberto como 
uma das principais formas de degradação ambiental na região sul de Santa 
Catarina. Os altos níveis de acidificação resultantes da oxidação da pirita podem 
provocar dissolução de minerais aluminossilicatados, elevar a concentração de 
metais, como alumínio, ferro, manganês, cobre níquel e zinco, a níveis tóxicos, e 
acelerar as perdas de cálcio e magnésio (CAMPOS; ALMEIDA; SOUZA, 2003). 
Em geral, a mineração provoca um conjunto de efeitos não desejados que 
podem ser denominados de externalidades. Algumas dessas externalidades são: 
alterações ambientais, conflitos de uso do solo, depreciação de imóveis 
circunvizinhos, geração de áreas degradadas e transtornos ao tráfego urbano 
(BITAR, 1997). 
1.3 METAIS PESADOS E BIOINDICADORES 
Metais no meio aquático podem ser bioacumulados por organismos ou 
passivamente a partir de água, ou por absorção facilitada (Figura 1). Metais 
essenciais são mantidos por ligação a moléculas orgânicas com uma variedade de 
sítios bioquímicos onde funcionam principalmente como catalisadores para induzir 
ou aumentar a atividade enzimática (REGAN, 1993). 
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Figura 1 - Diagrama esquemático das possíveis direções de movimentos e destino dos 
metais depois de absorvidos no sangue dos peixes (modificado de Heath, 1995). 
 
Bioindicadores são definidos como qualquer resposta a um contaminante 
ambiental ao nível individual, medidos no organismo ou matriz biológica, indicando 
um desvio do status normal que não pode ser detectado no organismo intacto. Ou 
seja, são medidas de fluidos corporais, células, tecidos ou medidas realizadas sobre 
o organismo completo, que indicam, em termos bioquímicos, celulares, fisiológicos, 
compartimentais ou energéticos, a presença de substâncias contaminantes ou a 
magnitude da resposta do organismo alvo (ARIAS, 2002).  
O estudo dos componentes biológicos em peixes tem sido utilizado como 
bioindicador de qualidade ambiental. Substâncias tóxicas lançadas no ambiente por 
ações antrópica fazem com que estes interajam com o organismo vivo, provocando 
alterações que podem gerar graves desequilíbrios ecológicos (ARIAIS et al, 2007).  
Relatos de diversos estudos de campo sobre bioacumulação de metais 
em peixes que vivem em águas poluídas mostraram que quantidades consideráveis 
podem ser depositadas nos tecidos dos peixes sem causar mortalidade (JEZIERKA, 
2006). 
Embora muitos metais sejam essenciais para a manutenção da vida, 
todos os metais são tóxicos em concentrações elevadas, porque causam estresse 
oxidativo pela formação de radicais livres (KHAYATZADEH, 2010). JOSEPH E 
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SRIVASTAVA (1993) realizaram um trabalho sobre concentrações de mercúrio na 
água, sedimentos e peixes do Ennore estuário durante o período de 1982-1983. O 
estudo mostrou que a absorção de mercúrio por peixe era de cerca de 400 vezes 
maior do que a própria água. 
Metais essenciais em elevadas concentrações pode ter efeitos subletais 
de toxicidade para alguns organismos ou consequências letais para os outros. Além 
disso, os metais em concentrações deficientes podem ter efeitos adversos a saúde 
assim, os metais podem ter um duplo limite tóxico ao organismo (RAINBOW, 2007) 
A inibição da acetilcolinesterase (AChE) tem sido amplamente utilizado em animais 
aquáticos para diagnosticar a exposição a compostos inibidores da colinesterase 
(PEAKALL, 1992)A inibição da acetilcolinesterase esta documentada como um alvo 
de bioindicador específico para avaliação de exposição de organismos aquáticos 
(WESS, 1958). A inibição provoca uma acumulação de acetilcolina nas sinapses, 
gerando disfunção neuronal, que pode resultar na morte do organismo (PEAKALL, 
1992). A inibição da AChE está diretamente ligada a mecanismos de ação tóxica de 
pesticidas organofosforados e carbanatos (DE LA TORRE et al, 2002, STEFANO et 
al, 2008). No entanto, um crescente número de estudos tem evidenciado que a 
atividade da AChE pode ser afetada por outras classes de pesticidas, metais 
pesados e outras misturas de contaminantes (LIONETTO et al, 2003; MORAES et al, 
2007; FONSECA et al, 2008). 
A avaliação da atividade enzimática, em bioindicadores, além de 
demonstrar que a exposição excessiva possui significado clínico ou toxicológico 
próprio, pode estar associado a um efeito ou uma disfunção do sistema biológico 
avaliado (AZEVEDO; CHASIN, 2003). Peixes têm demonstrado serem sensíveis a 
pequenos níveis de contaminantes no meio aquático (POWERS, 1989; WALKER, 
1985). Recentemente, o estresse oxidativo e alguns parâmetros das defesas 
antioxidantes de peixes e enzimas de biotransformação de peixes e moluscos têm 
sido utilizados como biomarcadores de poluição da água (ADANS, et al,1991). 
Todos os organismos aeróbicos dependem do oxigênio no ambiente para 
produção de energia e desta forma manutenção da vida. No processo de formação 
de adenosina trifosfato (ATP), as moléculas de oxigênio são reduzidas a água pelos 
complexos que compõem a cadeia respiratória, podendo formar vários produtos do 
metabolismo do oxigênio chamados espécies reativas do oxigênio (EROs) 
(MASELLA et al, 2005; LUSCHAK, BAGNYUKOVA, 2006).  
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Quando os organismos são expostos a contaminantes, a produção EROs 
pode aumentar, prevalecer sobre sua degradação e levar a situação de estresse 
oxidativo (LUSCHAK, BAGNYUKOVA, 2006). LIVINGSTONE (2001) revela que 
muitos contaminantes aquáticos como benzeno e bromobenzeno e metais como 
alumínio, mercúrio, cádmio e cromo poder estimular a produção de EROs e resultar 
em danos oxidativos aos organismos aquáticos.  
Duas perturbações bioquímicas resultantes do estresse oxidativo são a 
peroxidação lipídica e a formação de proteína carbonil (ALMROTH et al, 2005). No 
processo de peroxidação lipídica, são formados vários produtos de degradação 
lipídica como malondiadeido (MDA) e outros aldeídos. O MDA é bem caracterizado 
por ser um produto da oxidação de ácidos graxos polinsaturados podendo agir com 
o ácido tiobarbitúrico (TBA) produzindo um intermediário colorido (TABARS) que é 
usado para quantificar a peroxidação lipídica (ROMEO et al, 2000; ALMROTH et al, 
2005). 
O processo de peroxidação lipídica influencia a fluidez das membranas e 
também a integridade de biomoléculas associadas a membrana como proteínas e 
colesterol (ALMROTH et al, 2005), os lipídios de membrana altamente oxidados, 
podem atuar sobre proteínas próximas causando a formação de um excesso de 
proteínas carboniladas (DALLE-DONNE et al, 2003). A formação de proteínas 
carboniladas é um processo irreversível que causa mudanças conformacionais, 
decréscimo na atividade catalítica em enzimas e pode resultar na quebra de 
proteínas devido ao fato de estas moléculas estarem mais susceptíveis a ação de 
proteases (ALMROTH et al, 2005). 
A investigação do conteúdo de proteína carbonil nas células é um 
biomarcados de estresse oxidativo muito utilizado em humanos (PARVEZ, 
RAISUDDIN, 2005).  
O desenvolvimento de biomarcadores a partir do estudo de respostas 
biológicas de organismos aos poluentes tem fornecido ferramentas bioquímicas 
essenciais para a implementação de programas de monitoramento de contaminante 
exposição e/ou efeitos (MONTEIRO et al, 2005). 
Órgão como gônadas, ossos e cérebro podem concentrar altos níveis de 
metais enquanto os músculos, em comparação com outros tecidos, apresentam 
níveis geralmente baixos (JEZIERSKA; WITESKA, 2006). 
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Os estudos sobre hematologia de peixes de clima temperado tiveram 
início no século passado com as observações de GULLIVER em 1845 sobre 
eritrócitos (ORIA, 1932). Os primeiros relatos sobre leucócitos foram mais tardios, 
somente nos primórdios do século passado, com as informações de Drzerwina em 
1905, 1909, 1911 e de Jordan em 1926 (ELIS, 1977). 
No Brasil, o estudo de variáveis hematológicas de teleósteos teve início 
com as observações de ORIA (1932), que descreveu características morfoméricas 
de eritrócitos em 24 espécies de cinco famílias de teleósteos fluviais brasileiros. A 
partir da década de 60 tais estudos foram retornados com algumas observações em 
peixes marinhos (PITOMBEIRA et al, 1968; PITOMBEIRA; MARTINS, 1970).  
A análise dos padrões sanguíneos fornece subsídios importantes para o 
auxílio do diagnóstico e prognóstico de condições de morbidade em populações de 
peixes (HINES; YASOUV, 1970; BLAXHALL; DAISLEY, 1973; MOISEENKO, 1998). 
Apesar da grande importância da hematologia ainda é escassa a informação literária 
sobre teleósteos. HOUSTON (1997) estima que de 50 a 100 novas contribuições são 
publicadas anualmente. Porém, essas contribuições tem origem em diferentes 
países e torna-se infinita quando se considera a diversidade biológica existente na 
zona intertropical onde se situa o Brasil (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). 
Os peixes são desprovidos de medula óssea e de linfónodos; assim os 
tecidos mieloides e linfoides estão, geralmente, associados no mesmo órgão, sendo 
o tecido linfoide de maior ou menor complexidade de acordo com a posição do peixe 
na escala filogenética (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). A hematopoiese sofre 
influencia de diversos fatores biológicos e ambientais (ALVAREZ-PELLITERO, 
PINTÓ, 1987). Alterações no meio ambiente são capazes de produzir estresse 
interferem na atividade hematopoiética. A água com pH alcalino induz redução do 
número de eritrócitos e de neutrófilos maduros no rim e no baço, enquanto 
hemoblastos linfóides e os reticulócitos aumentam com o grau de acidez e com o 
tempo de exposição (DHEER et al, 1987).  
O sangue do peixes teleósteos é formado por eritrócitos, leucócitos e 
trombócitos, podendo ser essa a ordem de produção ou não. FIJAN (2002) estima 
que em um peixe de 120 g a produção diária de células sanguíneas é da ordem de 
1012. 
Os eritrócitos maduros são as células mais numerosas no sangue. A 
função dessas células consiste no transporte do oxigênio e do gás carbônico, 
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desempenhado pelo seu papel principal, a hemoglobina (TAVARES-DIAS; 
MORAES, 2004). O hematócrito também acompanha o aspecto evolutivo do peixe. 
Menores valores ocorrem em peixes mais primitivos da escala evolutiva, nos de 
ambiente lêntico, nos sedentário e nos bentônicos. Já os maiores valores ocorrem 
em espécies marinhas pelágicas (LARSON et al, 1976) e ativas (RAMBHASKAR; 
SRINISA-RAO, 1987). 
Figura 2: sumário esquemático das diversas fases de Maturação da linhagem 
eritrocitária em peixes teleósteos. Adaptado de MAHAJAN, BEER (1980), MAITI et al (2000) 
e TAVARES-DIAS; MORAES (2004). 
 
 
 
Os estudos hematológicos das diferentes espécies de peixes são de 
interesse ecológico e fisiológico. Esses estudos auxiliam na compreensão da relação 
entre as características sanguíneas, a filogenia, a atividade física, o habitat e a 
adaptabilidade dos peixes ao ambiente (LARSON et al,1976; RAMBHASKAR; 
SRINISA-RAO, 1987). Variações intra e interespecíficas ocorrem nas variáveis 
eritrocitárias de teleósteos marinhos de zona temperada (LARSON et al,1976), da 
zona glacial (WELL et al ,1980) e entre teleósteos dulciaquícolas de valor econômico 
de zona temperada e tropical.  
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O Geophagus brasiliensis é uma espécies nativa de peixe do Brasil com 
escamas, da família dos Cichlidae e ordem dos Perciformes Segundo NOMURA 
(1984) é uma espécie omnívora que se adapta muito bem nas regiões de águas 
quentes e frias, sendo encontrada em quase todos os rios e lagos do Brasil. 
Estudos na região de criciúma vêm demonstrando o G. brasiliensis como 
bioindicador de ambientes desestabilizados pela atividade de mineração e descarga 
de resíduos. No estudo realizado por SILVEIRA (2009), os dados obtidos mostraram 
que, mesmo esses animais sendo expostos experimentalmente a drenagem acida 
de mina, não houve toxicidade aguda, contudo, observaram efeitos genotóxicos nas 
amostram, causados possivelmente pelos contaminantes químicos da área.  
Também utilizando G. brasiliensis, o estudo de BRUCHCHEN (2008) 
mostrou índices significativos de fragmentação de DNA em células sanguíneas, 
tendo tido observado também os danos ao fígado do animal. CONSTANTINO (2007) 
mostrou, ao estudar a peroxidação lipídica e carbonilação de proteína em G. 
brasiliensis, que quando expostos a ação de agrotóxicos esses animais obtiveram 
um aumento significativo.  
Em um estudo mais recente, realizado em 2011, foram encontrados níveis 
elevados de alumínio, ferro, manganês e zinco em músculo de G. brasiliensis e em 
análises de sedimentos dos açudes próximos ao Rio Sangão, no município de 
Forquilhinha, Santa Catarina (DA SILVA, 2011). 
1.4 OBJETIVOS 
1.4.1 Objetivo geral 
Avaliar o potencial do G. brasiliensis como bioindicador aquático ambiental 
em áreas que sofreram derrames de águas contaminadas por metais pesados. 
1.1.2 Objetivos específicos 
 Avaliar os níveis de acetilcolinesterase no fígado de G. brasiliensis como 
bioindicador aquático ambiental em áreas que sofreram derrames de águas 
contaminadas por metais pesados; 
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 Quantificar os níveis de hemácias no sangue de G. brasiliensis como 
bioindicador aquático ambiental em áreas que sofreram derrames de águas 
contaminadas por metais pesados; 
 Avaliar os níveis de carbonilação de proteínas no fígado de G. brasiliensis 
como bioindicador aquático ambiental em áreas que sofreram derrames de 
águas contaminadas por metais pesados; 
 Avaliar os níveis de TBARS no fígado de G. brasiliensis como bioindicador 
aquático ambiental em áreas que sofreram derrames de águas contaminadas 
por metais pesados. 
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2 MATERIAS E MÉTODOS 
2.1 LOCALIZAÇÃO DA ÁREA DE ESTUDO 
A área destinada ao estudo baseia-se em dois corpos d’água, nas 
proximidades da bacia do rio Sangão, onde um dos açudes é banhado 
constantemente com as águas do rio Sangão (açude 1), enquanto que o outro não 
(açude 2). Coordenadas UTM 22 J (SAD 69) 652707 E e 6817020 N. 
O rio Sangão situa-se ao sul da rodovia Gabriel Arns, próximo ao limite 
intermunicipal com Criciúma, na divisa com o município Forquilhinha, na região da 
AMREC, extremo sul de Santa Catarina (Fig. 3). Os açudes de onde foram 
realizados a coleta das amostras estão dispostos a margem direita do rio Sangão, 
nas terras de propriedade particular do senhor Martins Picolo, morador do bairro São 
José, rua São José. 
 
Figura 3: Localização espacial do município de Forquilhinha e Criciúma em Santa Catarina, 
bem como da região onde se encontram os dois açudes. Com base no mapa de localização 
do município de Criciúma. Fonte: 
 
Fonte: CEGEO e IPAT (2007).  
A Figura 4 demonstra a foto aérea da propriedade do senhor Martins e os dois 
açudes onde o estudo foi realizado. 
 
 
 
 
 
Figura 4: Corpos d’água presentes na propriedade do Sr. P
referente ao ano de 2009. Fonte: Google 
2.2 MODELO ANIMAL 
Foram utilizados 10 animais da espécie 
1824), organizados em dois grupos, os provenientes
experimental, e os do açude 2, tratados como grupo controle , que foram coletados 
no mês de abril de 2012, com n= 5 animais para cada grupo.
 
Figura 5: exemplar de G. brasiliensis
As capturas foram realizadas 
alcançar o número 10 indivíduos. Os animais capturados, passaram por identificação 
icolo, em imagem de satélite 
 
Fonte: Google maps, 2012.  
 
G. brasiliensis 
 do açude 1,
 
 
Messas, 2005 
 
com covas, utilizando como iscas
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(Quoy & Gaimard, 
 tratado como grupo 
 
 engodo, até 
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de espécie com o auxilio do Prof. M.Sc. Claudio Ricken e conforme as orientações  
de BRITSKY et al (1999), apenas os animais pertencentes a espécie G. brasiliensis 
permaneceram no estudo, sendo repostos a natureza animais de outras espécies. 
Todos os animais foram eutanasiados por gilhotinamento após a identificação 
e pesagem; o fígado foi imediatamente retirado e mantido em gelo a -80º C para 
avaliações bioquímicas. 
2.3 TESTES BIOQUÍMICOS 
2.3.1 Atividade da acetilcolinesterase 
Para a determinação da atividade da acetilcolinesterase foram utilizado os 
fígados dos animais, e sua determinação se deu pelo método de ELLMAN et al. 
(1961) com modificações realizadas por OLIVEIRA-SILVA e colaboradores (2000), 
que possibilita as amostras a ficarem congeladas e manter a estabilidade enzimática 
por até 7 dias. A taxa de hidrólise é medida em acetilcolina na concentração de 0,8 
mM em 1 mM de tampão fosfato (pH 7,5) e 10 mM de DTNB (ácidoditinitrogenico). 
Cinquenta microlitros do homogeneizado foram adicionada a reação e incubada por 
3 minutos. A hidrólise foi monitorada pela formação do dianion de DTNB a 412 nm 
de 2-3 minutos (intervalo de 30 segundos) a 25º C.  
2.3.2 Avaliação da formação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 
(TBARS) 
Como indício de peroxidação lipídica a quantidade de substâncias reativas ao 
ácido tiobarbitúrico foi avaliada durante uma reação ácida aquecida, como 
previamente descrita (WILLS, 1965). Brevemente, as amostras obtidas foram 
misturadas com 1ml de ácido tricloroacético 10% e 1ml de ácido tiobarbitúrico, 
fervidas por 15 minutos e após a quantidade de TBARS foi determinada pela 
absorbância em 532 nm.  
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2.3.3 Avaliação das medidas do dano oxidativo em proteínas 
A oxidação mediada pelas espécies reativas de oxigênio de alguns resíduos 
de aminoácidos como a lisina, arginina e prolina, leva à formação de grupos carbonil 
(AMICI, et al.,1989). Grupos carbonil também podem ser formados como 
consequência de reações secundárias de cadeias laterais de alguns aminoácidos 
com produtos de oxidação lipídica, ou açúcares reduzidos ou seus produtos de 
oxidação; (BAYES; THORPE, 1999; KRISTAL;YU, 1992). 
O dano oxidativo em proteínas foi determinado pela medida de grupos 
carbonil conforme previamente descrito (LEVINE, et al, 1990). Brevemente, as 
amostras obtidas foram precipitadas e as proteínas dissolvidas com 
dinitrofenilidrazina. Os grupamentos carbonil foram mensurados pela absorbância 
em 370 nm. 
2.4 QUANTIFICAÇÃO DE ERITRÓCITOS 
As amostras foram coletas via pulção cardíaca com agulhas calibre 40x12-
1.25 mm x 38 mm e armazenados em tubos do tipo Eppendorf, que continham de 
1.0 a 2.5mg de EDTA para cada milimetro de sangue, segundo descrito por SIL e 
HASHIMOTO (2003). As amostras foram homogenizadas, diluidas em líquido 
hemolisante e posteriormente foram contadas em câmara de Neubauer espelhada  
do tipo improv. Como diluente foram utilizados ácido acético glacial 2% e/ou ácido 
clorídrico a 1%, os quais podem ser tingidos com violeta genciana ou azul de 
metileno. O sangue foi diluido 1:20 (0,4 mL de liquido diluente para 20 mL de 
sangue), homogenizados para que houvesse a hemólise dos eritrócitos. As tecnicas 
de coloração seguiram as orientações de MARSHAL (1979). 
Todos os pocedimentos experimentais, analises bioquímicas e descarte dos 
animais foram aprovados pelo Comitê de Ética em Uso de Animais da Universidade, 
sob o protocolo 33/2012. Ao termino do experiemnto, os animais foram depositados 
em saco branco leitoso com identificação de contaminado e encaminhados ao 
biotério e armazenados em freezer até que a empresa terceirizada fisesse o 
descarte adequando, nesse caso, a cremação das amostras. 
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2.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
As variáveis foram mostradas por média ± S.D. de cinco animais em cada 
grupo. As diferenças entre os grupos foram avaliados utilizando a análise de T 
sdudent não pareado. Valores de p<0,05 serão considerados estatisticamente 
significativos. 
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3 RESULTADOS  
3.1 ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE 
A figura 6 representa os dados obtidos na a avaliação da atividade da enzima 
acetilcolinesterase. As análises estatísticas determinadas por T Student. Não 
obtivemos diferença significativa entre os grupos. 
 
Figura 6: avaliação da atividade da enzima acetilcolinesterase. As barras 
representam as médias e as linhas o desvio padrão. p< 0,05.* desvio significativo em 
comparação o grupo controle. 
 
 
3.2 AVALIAÇÃO DA FORMAÇÃO DE SUBSTÂNCIAS REATIVAS AO ÁCIDO 
TIOBARBITÚRICO (TBARS) 
 A figura 7 representa o resultados obtidos na avaliação do TBARS. . As 
análises estatísticas determinadas por T Student. Não obtivemos diferença 
significativa entre os grupos. 
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Figura 7: avaliação da da formação de espécies substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico. As barras representam as médias e as linhas o desvio padrão. p< 0,05.* 
desvio significativo em comparação o grupo controle. 
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3.4 2.3.3 AVALIAÇÃO DAS MEDIDAS DO DANO OXIDATIVO EM PROTEÍNAS 
 A fígura 8 representa dados obtidos através da carbonilação de 
proteínas. As análises estatísticas determinadas por T Student. Foi obtido um desvio 
padrão maior que p>0,05. 
 
Figura 8: avaliação da carbonilação de proteínas. As barras representam as médias e as 
linhas o desvio padrão. p< 0,05.* .encontramos um desvio significativo em comparação o 
grupo controle. 
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3.4 QUANTIFICAÇÃO DE ERITRÓCITOS 
 A fígura 9 representa valores médio obtidos na contagem de eritrócitos totais 
de G. Brasiliensis,. Tendo como base o grupo controle, podemos observar que a 
variação de eritrócitos totais teve uma diminuição de quase 37% em comparação ao 
grupo controle. 
 
Figura 9: avaliação variação dos eritrócitos totais. As barras representam as médias e as 
linhas o desvio padrão. p< 0,05.* desvio significativo em comparação o grupo controle. 
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4. DISCUSÃO 
Lagos são corpos cujas condições se deterioram mais rapidamente pelas 
atividades humanas em comparação com os rios. Uma das ameaças mais 
importantes para lagos devido a atividades humanas é a poluição por metais 
pesados e outras substancias tóxicas (GURCU et al, 2010). Vários metais são 
depositados no corpo do peixe em diferentes quantidades. Essas diferenças 
resultam da afinidade dos metais aos tecidos, da disposição, da absorção e das 
taxas de excreção do peixe (JEZIERSKA; WITESKA, 2001). De acordo com KOCKE 
(1996), os níveis de cádmio e chumbo em fígado e rim de Salvelinus alpinus indicam 
maiores taxas de absorção dos metais no verão, quando a temperatura da água foi 
mais elevada. 
Interações entre vários metais podem estar relacionados com suas diferentes 
afinidades para diferentes órgãos (JEZIERSKA; WITESKA, 2001). No estudo 
realizado por SILVA (2011), os níveis de manganês, ferro, alumínio, zinco foram 
considerados de maior interesse, contando que o somatório de quociente de risco 
por elemento, foi considerado alto para a área estudada. A comparação dos dados 
sobre os níveis de metais em peixes de vários lagos indica que as concentrações e 
Cádmio, Chumbo e Zinco são mais elevados em peixes de lagos acidificados 
(GRIEB, 1999; HAINI, 1994; WIENER, 1990; HOREL, 1995). 
Dados apresentados por CANLI e ATLI (2003), mostram que as medias de 
concentrações de metais essenciais e não essências nas brânquias, fígado e 
músculos de cada espécies de peixe apresentam grandes variações, bem como de 
peixes de diferentes áreas estudas. Suportando a ideia de que as diferenças nos 
resultados apresentadas por SILVA em 2011 e os apresentados nesse trabalho, 
levam em consideração as estações do ano de coleta, ao tempo de exposição que 
os animais tiveram aos metais e a vida útil e vias de excreção metabólica de cada 
animal, nossos resultados da atividade a acetilcolinesterase (Figura 6) indicam que 
pode haver uma diferença na atividade da acetilcolinesterase na comparação dos 
grupos, contudo, estatisticamente, essa diferença, não foi apontada. 
Vários estudos recentes têm indicado que a enzima acetilcolinesterase é 
sensível a outros tipos de contaminantes ambientais, tais como pesticidas, 
detergentes e misturas de complexos de poluentes (GILL et al, 1990, PAYNE et al, 
1996)  
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Ao estudar a atividade da AChE em duas espécies de peixes, Cnesterodon 
decemmaculatus e C. carpio, em dois sítios experimentais em um rio na Argentina, 
DE LA TORRE et al (2002) verificaram alterações na atividade enzimática. A inibição 
da AChE nesse estudo foi atribuída a presença de altas concentrações de matais 
pesados encontrados na água. 
Quaisquer alterações na qualidade da água são rapidamente refletidas na 
estrutura guelras e função das brânquias, umas vez que as brânquias são 
continuamente expostas à água do ambiente. Brânquias são os sítios primários de 
troca gasosa. O epitélio branquial consiste principalmente em três tipos de células: 
as células de pavimento ou respiratória, as células mucosas e células cloreto 
(LAURENT, PERRY, 1995).  
A primeira interação dos metais ocorre em membranas celulares, causando 
possivelmente algumas perturbações nos mecanismos de transporte. Em segundo 
lugar, os metais causam danos a níveis subcelulares (WILSON, FREEBERG, 1980). 
Além disso, os metais pesados tóxicos podem resultar em lesão para as células, as 
quais podem morrer por necrose e/ou apoptose em resposta as condições 
moderadamente adversas, enquanto a exposição a condições severas, irá resultar 
em necrose (WYLLIE, KERR, 2003). 
As concentrações de metais pesados em tecidos de peixes de diferentes 
regiões também apresentam grandes variações (CANLI; ATLI, 2003). KIDWILL e 
colaboradores (1995) observaram que espécies de peixes predadores continham 
mais mercúrio, e que peixes bentônicos continham mais cádmio e zinco. A maior 
parte das cargas totais de metais acumuladas nos músculos esta associada a 
afinidade do músculo ao metal (CANLI; ATLI, 2003). Tem sido sugerido que o 
metabolismo dos peixes tem desempenhado um papel importante na acumulação de 
matais pesados em animais marinhos (DOUBEN, 1989). 
NEY e VAN HASSOL (1983) descobriram que as concentrações de chumbo e 
zinco foram maiores em peixes bentônicos. Os resultados da pesquisa de BAGUM 
(2009) em dez espécies diferentes de peixes mostraram que maiores concentrações 
de matais pesados se encontram nos rins e fígados. O fígado acumula 
concentrações elevadas de metais, independente da rota de absorção. O fígado é 
considerado um bom monitor de poluição da água, as concentrações de metais 
encontrados nesse órgão geralmente são proporcionais aos presentes no meio 
(JEZIERSKA; WITESKA, 2006). 
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Diversos estudos têm verificado alterações nos níveis de TBARS em peixes 
expostos a contaminantes ambientais. GIODA et al (2007) encontraram aumento de 
de TBARS em cérebro, fígado e músculo de Leporinus obtusidens expostos 
experimentalmente a zinco por 45 dias, contudo, quando expostos a cobre, os níveis 
de TBARS cerebral e hepático reduziram.  
Nossos resultados (figura 7) , mostraram que G. brasiliensis, expostos a 
alumínio, cádmio, zinco e manganês, não tiveram aumento significativo na alteração 
dos níveis de TBARS. Os peixes podem excretar, até certo ponto, determinados 
metais como o cádmio e o zinco. As diferentes rotas de excreção incluem as 
brânquias, pele, muco, fígado, rim e fezes (HEATH, 1995). 
Segundo SPRAGUE (1990), vários metais interferem diretamente na 
toxicidade dos agentes poluentes, entre os quais destacam-se: 1) o pH, 
principalmente para substancias que se ionizam; 2) a dureza da água, que 
determina mudanças no efeito poluente dos metais; 3) o material orgânico dissolvido 
na água, que pode se ligar aos elementos-traço e diminuir o efeito tóxico dos 
mesmos e 4) estágios nutricionais dos animais, que podem ser responsáveis por 
inexplicáveis variações na suscetibilidade a poluentes. 
Peixes acumulam metais pesados em seus tecidos em concentrações 
maiores as encontradas no ambiente. As principais formas de captação de metais 
são via ingestão de alimento contaminado ou por absorção branquial (ALQUEZAR et 
al, 2006; SOARES et al, 2008). 
Os metais acumulam-se em tecidos metabolicamente ativos como rim, fígado, 
brânquias e trato digestivo (SOARES et al 2008). Em um experimento conduzido por 
CINIER et al (1999), verificou-se o potencial de acumulação e eliminação de cádmio 
em tecidos de C. carpio. A concetração de cádmio no fígado e rim aumentou de 
acordo com as concentrações do metal na água. De acordo com o mesmo autor, a 
exposição ao cádmio resulta em significante captação de metal pelos órgão. Fígado 
e rim parecem ser os órgão mais importante na captação de cadmio 
Em um estudo realizado por PARVEZ e RAIZUDDIN (2005) em peixes 
expostos a pesticidas como Deltametrin, Endosulfan e Paraquat, houve um aumento 
significativo da proteína carbonil nas brânquias, rim e fígado. É sugerido que a 
carbonilação de proteínas ocorreu em função de estresse oxidativo provocado pela 
exposição dos peixes aos metais pesados (ALMROTH et al, 2008). 
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Nossos resultados mostram que a exposição a metais pesados leva a um 
aumento na carbonilação de proteínas, e que isso pode estar relacionado ainda a 
presença de cádmio, que é facilmente bioacumulado no fígado de peixes. Desta 
forma, a presença de metais pesados no ecossistema aquático pode afetar os 
organismos, resultando em alterações fisiológicas e bioquímicas (PRETTO, 2008). 
Os peixes constituem um dos produtos finais dos sistemas aquáticos 
(BRANCO, 1983) e por tanto, são reconhecidos como organismos indicadores de 
possível poluição dos corpos de água (BRANCO, 1983; LINDE et al, 1998). 
Sob condições de estresse, como no caso de esposições a metais, podem 
ocorrer mudanças na taxa de síntese de eritrócitos, o que pode ter um considerável 
efeito sobre o transporte de gás, mesmo quando o hematócrito permanece normal 
(HEATH, 1995). Também, são observados, frequentemente, aumentos nas 
concentrações de glicose e lactato no plasma de peixes expostos a ambientes 
poluídos (SANTOS, PACHECO, 1996).  
Nossos resultados com relação a hematologia dos teleósteos, mostraram que 
no grupo experimental houve uma diminuição de quase 37% na produção dos 
eritrócitos totais em comparação aos animais que estavam no grupo controle. A 
acumulação de metais em vários órgãos dos peixes pode causar lesões estruturais e 
distúrbios funcionais os mesmos (JEZIERSKA; WITESKA, 2006). 
Distúrbios no comportamento, na regulação iônica, nos parâmetros 
hematológicos e danos histopatológicos entre outros são frequentemente 
observados em peixes expostos a metais pesados (HEATH, 1995). 
A denominação de uma espécie bioindicadora de contaminação requer muita 
cautela, pois fatores como pH, temperatura, oxigênio dissolvido, dureza, estado 
nutricional dos indivíduos, entre outros (SPRAGUE, 1990) devem ser levados em 
consideração para avaliar a toxicidade de um metal e somente assim inferir se uma 
determinada espécies é mais sensível que outra (PRETTO, 2008). 
A extensão de bioacumulação de metais é dependente da quantidade total, a 
biodisponibilidade de cada metal no meio ambiente e da via de absorção de 
armazenamento, e os mecanismos de excreção. As exigências de organismos 
diferentes para metais essenciais variar substancialmente, mas faixas de 
concentração ideais são estreitas e frequentemente sob controle homeostático 
cuidado (JEZIERSKA; WITESKA, 2006). 
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Estudos laboratoriais de BRUCHCHEN (2008) bem como de campo de 
SILVEIRA (2009) e CONSTANTINO (2007), mostraram que, a utilização do G. 
brasiliensis como bioindicador de ambientes modificados é de total confiabilidade.  
Os resultados aqui expressos, embasados no estudo realizado previamente 
por SILVA ( 2011), mostraram que, mesmo sobre fatores ambientais diversos, o G. 
brasiliensis apresenta-se um bom indicador de qualidade da água com relação a 
presença de metais pesados e sua toxicidade, mostrando ainda que o uso de 
apenas um parâmetro avaliativo torna-se falho para obtenção de resultados mais 
concretos. Novos estudos ainda são necessários para compreender a interação dos 
metais em organismos aquáticos, mostrando sua distribuição, acumulação e 
biotransformação no meio biótico e abiótico da região em que se engloba. 
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